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PN Medium Conc．　（’垂〟^m2） Wernp．　（oc）KxlO3m±n”i
0●2
?
●2
0●4
0●4
0●5
?
●5
?
●6
?
●6
0●7
0?7
0O8
0●8
O．OiN　HCi
C6HsO7　and　Na2NPO4
C6Hse7　and　Na2HPO4
e6HsO7　and　Na2KPO4
KH2PO4　and　NaHCO3
KH2PO4　and　Na2KPO4
IO．71
　8．44
10．37
　8．72
iO．04
　8．84
10．3i
8．84
6．92
6．42
7．53
6．71
???????　　i．20　　3．87
　　1．ei
　　2．48
　　2．3，4
　　7．04
　　7．23
　　9．67
222．34
238．80
29i．34
292．20
　　　　　　サセ静　　　，　m工捻
　　「????????」???????
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〔ll〕　磁性エマルションからの薬物放出量の測定
（1）薬物含有磁性エマルションの調製
ACNUあるいは・M：e－CCNUをオレイン酸xチルベーースの磁性液に溶解または懸濁させ
て、濃度3Q　mg／漉としたものを分散相として．第1編実験の部〔W〕の②の方法に従っ
て調製した。
（2）磁性xマルションからの薬物放出速度測定法
　磁性エマルションからの薬物放出は透析膜（36／32、Visking　CO．，　Ltd．）を使った
平衡透析法によって決定した。実験装置はFig．44に示す。薬物を含有した磁性エマ
ルションは調製卸すみやかに透析膜の内側に入れた（内液）。
???、?????
［　ll
　37eC　waicesc
Ceklk｝±o＄e　Vtsking　Tvibing
Mitgnetic　scrculsion　“　rare）
pH　4．0　｝Duffeer　（X4　va1）
1ftcubaicoif
Fig．　4〈1　Appavatus　used　to　Stu（iy　iche　ReleasG　off　NityosouvE
　　　　　froua　Magnetic　gvaulsSons
　膜の外側には最もニトrsソゥレアの安定性の良い溶媒である酢酸緩衝液（pH　4．0）を
加えた（外液）。内液および外液ともに温度を37℃とし、インキュベーター（池田理
科、B－100型）によって振灘（100　Styokes／eein）した。
　試料1meを外液から経時的に採取し．容積を一定に保つために緩衝液1回目を加えた。
また透析膜への薬物の吸着は無視した。
③　定　量　法
　外液中の薬物濃度の定量は〔肩の（5）の方法に従って行なった（Chart　4参照）。
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〔III〕　Me－CCNUの肺内濃度測定法
（1）　Me－CCNUt含有磁性エマルションの調製
　本編〔ll）の（1）項に記述した。
（2）実　験　法
　肺lg当りに生理食塩水4　meを加えてホモジネート（1300rpm、5分間）し、その
2㎡にクロロホルム5謡を加えて振帯した。
振盤後、遠心分離（3000rpm、5分間）を行ない、上清を捨てた。有機層3　meを採取
して蒸発乾固させてから、エタノールO．2m2および酢酸緩衝液（pH4．0）を順に加えた
後にメンブランフィルターで炉過した。炉液2　m2を試料として薬物の定量を行なった。
（3）定　量　法
　本編〔Bの⑤項の方法を準用した。
〔IVF〕　ACNUの生体内濃度測定法
（1）ACNU含有磁性エマルションの調製
　本編〔1〕の（1）項に記載した。
②　実　験　法
　体重140～150gの雌性1）bnryuラッ、トにACNU　10mg／kg　に相当する量を水溶液
あるいは磁性エマルションとして尾静脈より投与した。肺を標的臓器として電磁石を
磁束密度6000Gで10分間適用した。投与後10分、60分、6時間および24時間に血液、
’腎臓、脾臓、肺、肝臓および心臓を採取した。
③血液からのACNUの抽出法
　Chart　5に抽出法を示す。50meの栓付遠心管に血液1謡、内部標準液、　IS”ID（2－
phenylbe麗imidazole，O．4mg／ちOme　in　O．OOIN　HC2、Aldrich）0．Sm君およびジクロル
メタン（DCM）15meを加えて2分間振回した。次に、2500rpmで5分閤遠心分離を行な
い、上清を吸引して捨てた。有機層を芒硝にて脱水し、10meの有機層を試験管に移し
た後、ジェット　エア　バーポライザー⑧（石井商店）を用い室温、窒素気流下で溶
媒を蒸発乾固させた。残渣は一10℃で冷凍保存した。
　　　　　　　　　　　　　　　一77一
（4）臓器からのκMの抽出法
　Chart　6に抽出法を示す。試料臓器は生理食塩水で洗浄し源紙で水分を吸い取った
後に秤量した。臓器19に対して等張緩衝液（pH　7．4）2　meと0．25meの内部標準液
（　ISTD）を加えてPotter－Elvehlem｝型ホモジナイザー一によってホモジネート（1300
rgma，5分間）を調製した。それにジクロルメタン（DCM）20meを加えて振盈後2500
rpm，5分間遠心分離した。上清を吸引して捨てた後、有機層に芒硝を加えて脱水し、
15m2の溶媒を窒素気流によって揮発乾固させて残渣を得た。同様に残渣は一10。Cで冷
凍保存した。
（5）定量法（HPLC法）
　残渣にエタノールσ．2m£を加えてミキサ～（大洋科学、　S－5型）で混合した後、
O．1N塩酸0．5醜を加えた。試料液はメンブランフィルター（Toyo　Roshi、聾4）で炉
過してから、その25硯1を高速液体クロマトグラフィーによって定量した。72
　以下にHpnc法の詳細について述べる。
（1）試　　　料
　・；①移動相………1一ヘプタンスルホン酸ナトリウム（東京化成）19を2％酢酸
　　　　　　　　　溶液に溶解しSOO　meとした後、メタノール500　m2と混和して全
　　　　　　　　　量1000【meとして用いた。
　②内部標準液…2＝pheRylbenzimidazolet（Aldrich）を内部標準として、そのO．4
　　　　　　　　　㎎をO．OOIN塩酸に溶解して全量を50　meとして使用した。
　③抽出溶媒……1，2一ジクロルメタン（和光純薬）を蒸留して使用した。
　④その他………メタノーールは蒸留したものを使用し、他に使用した試薬はすべ
　　　　　　　　　て特級品を用いた。
（“）測定方法
　測定機器はポンプーコントロールーユニットに日立製作所望の63　5－S型、検出器
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　むに応用分光Uvilo9－5遼、積分計はHewle・tt　Packard社製、3390Aを使用した。分離
にはプレカラム（30×4．6盟）および逆相カラム（250×4．6㎜）を使用した（PR
－8、Brauniee　Lab．　Inc．および唖cleosii　sC，，、Nergel）。測定条件はカラム内
圧200kg／cdi、流速1鵡／mi　nで、チャースピーードは1脇／minとした。ピーク高
さ法（U▽．244㎜，偲FS　O．04）で定量し、その定量限界は約5伽g竜（nt）であった。
　次に、各種試料のクロマトグラムをFig．45に示す。
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BL◎oD　三岨
　　　　　1．　XS7rD　Soln．　O．5　nd
　　　　　2。　DC遡【　　　　　　ユ5．◎　皿：L
　　　　　3．　shake　2　ndn　t　centrifuge　5　rntn
　　　　　　　at　2500　rpm
ncM　phase　l　l　Ag．　phase
　　　　　l．　dried　oveac　Na2SO4　aspixated（discard）
　　　　　2．　evap．　N2　gas
Residuxe
　　　　　　　Char七　5　　　Proceduve　flor　rヒhe　Extrac七ion　o重　ACN口
　　　　　　　　　　　　　　　　　fscom　Biood
網綱SSUE国9
??
??
●
?5　ml　o£　sa’line
shake
decant．　the　saline　phase
　　　　のSpecimen
??
??
??
??
??
??
の
???
Saline
bXot　on　£iiter　paper
weigh
2　ml　of　phosphate　buEEer（pH　7．4）
◎．25　熱1ρf　工S「τD　so：L箆。
hopagenize，　5　nin
2◎　識：L　of　PC麗
centMif，uge　5　min　at　2500　scpra
discard
ncM　phase
　　　　　1．　dried　ovex　Na2＄04
　　　　　2．　evap．　N2　gas
Residure
A儀。phas㊧
Cha：沈6
　　　　　aspixated　〈diseard＞
Proced℃ぱe　だor　「臨e　extra，σヒio滋　Oだ
AC！W　萱忽。塒　tiss1ほe
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Fig．’　4　S．
1
（A）
High一一Petfoxr“ance　Liquid　Chromaicograms　ofi　（A｝　Tissue　（＄pleem）r
（…ヨ）　Bユ◎◎d　and　（C）　Sta為daユ：d　s◎工犠ti◎蕊。
工“　inコecti◎筑　　2。　AC醤U　　’3。　＝£ST王）
e 4
2
3
1
（B＞
8 i2 e
2
3
8
（c）
?
・i2
2
3
1
0　　　4 8 12
（㎞）
GV）計算法
　　　生体試料中の螂U濃度は次の式から算出した。
　　　　　　　　　　　　　　　C＝：　R／M　ee“ee・　（eg．　2）
　　　　where，　R　x　peak　height　ratio　（ACNU／Zntexnal　staAdard）
　　　　　　　　　　　】醗rc　s二L◎pe　of　the　calibxatio識　cuac▽e　obtained　by
　　　　　　　　　　　　　　　the　leas噸ヒ　sq犠a：re　搬eth◎d
　　　　　　　　　　　C　＝＝　concentyation　of　ACNU　in　specimen，　pg／g　onc　pg／mX．
　実　験　結　果
実験結果はTabieX種に示す。
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田al）le　　x▽工工1Ainount　off　ACNU　in　Various　Oxgan　after　Xntravenous
エnjection　of　Magnetic　Epaulsions★
IO　min
Kidney
Spleen
Lung
　のMver
Hea：ct
BlOod
Aqueous　Solution
1．
1．68士
O．65士
O．23　＋
0。90士
1．38　＋
96　±　O．23＊＊
O．65
0．05
0．18
0．28
0．08＊＊＊
Magnetic　Emulsion
（　no　magnet　）
○．28士
O．06　＋
2．03士
O．06　士
trace
O．80
O．24
0．03
1．58
0．02
＋　O．75
Magnetic　Ernuision
（　with　magnet　）
O．16　±
N．D．
3．39士
N．D．
tyace
trace
O．04
O．29
10　min
Kidney
Splee箆
Lung
　のしユver
Hea：r七
Blood
Aqueous　＄olution
0。2フ　1　0．23
’ヒ：race
trace
N．D．
N．D．
N．D．
Magnetic　Emu！sion
〈　no　magnet　）
O．±6　±
trace
1．69
0．06
trace
trace
O．13
±　1．40
士　0．02
Magnetic　Emulsion
（　with　magnet　）
O．20
0．14
4．40
0．　17
0．12
icrace
???????O．16
0．工1
3．48
0．Il
O．10
rk　Resu1ts　are　expressed　as　nhe　mean　±　S．E．
　　　of　3－4　expeximents．
★☆ pユ9／9　　★＊＊戸9／ral
（v　） 抗腫瘍効果測定法
（1）実　験　動　物
　　実験動物は．雌性DOnryuラット、体重140～150gのものを使用した。　AH7974腹水
癌（佐々木研究所より供与されたもの）の移植は希釈しない10個の予予細胞を含む約
0．2meの腹水を約7日毎に移植して継代した。
（2）AH7974転移肺癌ラッ
　　転移肺癌は無麻酔ラッ
して作成した。
トの作成法
トの尾静脈からAH｛7・974腹水癌細胞3×10個を含む腹水を投与
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③　磁性エマルションの磁気誘導法
　超7974腹水癌細胞尾静脈内投与後24時間に、ラットをペン5バルビターールナトリウ
ム（60　m　9／kgi．P．）で麻酔し、電磁石の間に肺がくるように固定した。次に、薬物含
有磁性エマルションO．2mEを尾静脈内投与した。投与量はACNUおよびMeK　CNUで10
㎎／kgとした。なお、電磁石は投与前に6000Gの磁場を発生させておき、投与後10分
間適用した。
（4）肺癌ラットに対する磁性エマルションの効果の検討（Me℃CNU）
　磁性エマルション（02謡）の投与後、磁性処理を行なった群と行なわなかった群、
　Me－CCNUを0．2％polysorbate　80生理食塩水に懸濁して腹腔内投与した群および
　何らの処理も施さなかった群（コントas・一ル）に分けてその生存日数を比較した。
（5）肺癌ラットに対する磁性エマルションの効果の検討（ACNU）
　磁性エマルション（0．2rk）投与動物の磁石処理群と未処理群、ACNU水溶液尾静脈
内投与群およびコントPt　一ル群の4群に関して生存日数を調べた。
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